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論文内容要旨
 近年,カリウムチャンネル(Kチャンネル)開口薬と呼ばれる一連の薬物はKチャンネルを
 活性化し,細胞膜の過分極を生じさせ,生体内では血管拡張,気管拡張や心筋保護を主たる薬理
 作用とすることが分かってきた。このKチャンネル開口薬の幾つかは,現在,治療薬として開
 発中である。Kチャンネル開口薬は血管平滑筋細胞膜の過分極を介して細胞内へのCa流入抑制
 と細胞内Ca貯蔵部位からのCaの遊離抑制による細胞内Ca濃度低下作用が血管拡張作用機序で
 あると考えられている。一方,血管の収縮弛緩の制御には細胞内Ca濃度の変化だけではなく,
 収縮タンパク系のCa感受性(以下,Ca感受性と省略する)の変化も非常に重要な役割を果た
 していることが最近明らかになってきた。しかし,このCa感受性調節機構に対するKチャンネ
 ル開口薬の作用は調べられていない。そこで,本研究は幾つかのKチャンネル開口薬を用いて
 血管平滑筋のCa感受性に対するKチャンネル開口作用の影響を検討するとともにCa感受性の
 細胞膜電位による調節に関しても考察を加えた。
 方法は内皮細胞を除去したイヌ冠動脈平滑筋を用いて,種々の条件下でトランスジューサーを
 用いて収縮張力,Fura2法を用いて細胞内Ca濃度およびガラス微小電極法を用いて細胞膜電位
 を測定した。まず,levcromakalim,cromakalim,Ki4032,KRN2391,E4080等のKチャンネ
 ル開口薬の収縮張力,細胞内Ca濃度および細胞膜電位への影響について調べた。これらのKチャ
 ンネル開口薬は血管平滑筋の細胞膜を過分極させ,細胞内Ca濃度を低下させることにより血管
 弛緩作用示した。さらに,細胞内Ca濃度と張力の関係に注目してみると,これらのKチャンネ
 ル開口薬による弛緩は細胞外液のCa濃度を減少させることにより得られた弛緩と比較して,少
 ない細胞内Ca濃度の減少でより大きな弛緩がみられた。すなわち,これらのKチャンネル開口
 薬はCa感受性を低下させていた。したがって,Kチャンネル開口薬の血管弛緩作用機序には細
 胞内Ca濃度の低下作用以外にも細胞膜の過分極を介したCa感受性の低下も関与していること
 が判明した。さらに,この結果を踏まえて,血管平滑筋の生理機能として膜電位変化がCa感受
 性に与える影響を検討した。膜電位変化は細胞外液のKCl濃度を変化させることで行い,細胞
 内Ca濃度と張力の関係について調べた。その結果,高KC1により膜を脱分極させるとその収縮
 時にはCa感受性の亢進が認められた。次に,Ca感受性の膜電位変化による影響がアゴニスト
 の存在下でもみられるのかどうかを検討した。アゴニストであるET-1およびU46619はそれら
 自身でCa感受性を増加させるが,高KC1により膜を脱分極させることによりCa感受性はさら
 に亢進した。
 以上の結果より,Kチャンネル開口薬はCa感受性低下作用を有し,その作用は細胞膜を過分
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 極させることにより発現すると考えられる。さらに,高KC1脱分極による収縮時にはCa感受性
 の亢進が認められ,細胞膜電位によるCa感受性の収縮を介した収縮弛緩制御機構の存在が示唆
 された。本研究はKチャンネル開口薬の血管弛緩作用機序のみならず血管の収縮弛緩制御機構
 において,新たな知見を与えると考えられる。
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 審査結果の要旨
 すべての細胞に存在するKチャンネルに関する関心が高まってきた。それは近年のめざまし
 い研究技術の進歩(パッチクランプ法,膜受容体結合実験,遺伝子工学・分子生物学的手法など)
 と,特異的Kチャンネルブロッカーやさらには新しい治療の可能性を持つKチャネルオープナー
 (開口薬)の登場によると考えられる。一方イオンチャネルの開閉に直接関与する膜電位に関す
 る視点も再検討が必要となってきた。膜電位と血管平滑筋張力とに関与する種々のイオンチャネ
 ルの関与に関してはもっぱら電位依存性L型Caチャネルの開閉の程度がどの程度かということ
 で理解されてきたが,近年の研究により,収縮物質の作用機序と細胞内調節機構が解明されてく
 るにつれて,さらに踏み込んだ検討が必要になってきた。
 本論文提出者は摘出イヌ冠動脈標本を用いて,膜電位細胞内Caイオン濃度([Cパ+コ・)そし
 て収縮張力を測定し,上に掲げた検討課題を着実に攻めていった結果,以下のような結論を得た。
 1)Kチャンネル開口薬(1evcromakahm,KRN2391)は冠動脈平滑筋細胞の膜を過分極させ
 た。2)Kチャンネル開口薬(levcromakalim,cromakalim,KRN2391,Ki4031,E4080)は冠
 動脈平滑筋細胞の[Ca巳+]、を減少させ,弛緩を生ずる。30mMKClまでの脱分極による収縮に
 対しては,[Ca2+]、の減少の程度よりも弛緩の程度は大きく,細胞外液CaCl、濃度を下げて得ら
 れた[Ca2+]1対収縮張力の関係曲線よりも右下にKチャネル開口薬により得られた曲線は存在
 した。この現象をCa感受性減少作用と呼ぶ。また,30mMKC1から細胞外液のKCl濃度を減
 少させて生じる再分極とKチャンネル開口薬により生じる過分極の程度が同じであれば,Ca感
 受性減少作用も同程度であった。3)弛緩物質ばかりでなく収縮物質(アゴニスト)の
 endo七helin-1やU46619はCa感受性増加作用があることが知られていたが,KClで脱分極を生
 じている際にアゴニストの[Ca2†]、対収縮張力の関係を検討すると,その曲線は非脱分極時よ
 りもCa感受性が増加していることを示した。その際に外液のKCl濃度が高ければ高いほど,
 すなわち脱分極の程度が強ければ強いほど,Ca感受性増加作用が強いことを見いだした。
 4)90mMMC1で脱分極した後,CaCl、濃度はそのままにKC1濃度を低下させ再分極させた場
 合と,90mMKC1濃度はそのままで脱分極は同じレベルに維持したままCaCユ2濃度を低下させ
 た時の,[Ca2+]、と張力の関係を検討すると,Ca2Tの流入が減少すれば弛緩が生じるが,再分
 極の際の曲線が脱分極を維持した曲線の右下方となり,同様のCa2+流入減少でも膜電位が深い
 と大きな弛緩効果が生じることを示した。
 このように着実に実験結果を分析し,次につながる新知見を見いだし,発表していく力を示し
 ている。よって学位に値すると評価できる。
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